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V.ndothel-prot^^feti^ Perfttsi n nslnsnng. eine ApDaratiir und Verfahren znr 
KnnservierqD « y des Endothels in isoli erten Hohloreanen 
iind biologischen GeBfien 



Die Erfindung betrifit eine Endothel-protekdve Perfusionsl6sung. eine Apparatur und ein 
Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten Hohlorganen. 

sbesondere isolierten biologischen Gefaiien. wie BlutgefSBen und LymphgeSBen, sovne die 
Verwendung der Endothel-protektive Perfusionsldsung zux Vorbereitung von Hohlorganen 
bzw. biologischen GefaBen als Transplantat zur Behandlung von Organ- oder 
Gefafierkrankungen und die Verwendung der Endothel-protektiven Peifusionslfisung zur. 
Reparatur von EndothellSsionen in isolierten Hohlorganen und/oder biologischen Gefdfien. 
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Em durch Arteriosklerose hervorgerufener Verschluss von BlutgefaBen ist in vielen 
westUchen Landem Ursache fur eine Vielzahl von Organerkrankungen. Eine 
Geafitransplantation, d.h. der Austausch vbn krahkfen/ verengten oder verschlossenen 
biologischen GefSBen durch gesunde. hat daher fiSr die. Behandlung solcher Erkrankungen 
einen hohen klinischen Stellenwert. So sterben beispielsweise alleine in der BundesrepublDc 
sutschland etwa 200 000 Menschen pro Jahr an einem Herzmfarkt in Folge eines 
arteriosklerotischen Verschlusses einer oder mehrerer Koronararterien. 



Ein weiteres durch Arteriosklerose verursachtes und weit verbreitetes Krankheitsbad ist die 
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). Etwa 5-10% der Erwachsenen leiden an. 
peripheren arteriellen DurchblutungsstSrungen, was drastische MaBnahmen an den Patienten, 
wie eine :Ainputation an GHedmaBen, bei etwa 35 000 Menschen pro Jahr in der 
Bunde^epublik Deutschland erforderUch macht. Durch eine rechtzeitige chirurgische 
Oberbriickung der krankhaft veranderten biologischen Gefafien mit einem geeigneten 
GefiBersatz, kSnnen auch in solchen Fallen die Patienten bzw. deren GUedmaBen behandelt 
und gerettet werden. 



In der Bypass-Chirurgie finden verschiedene GefaBersatzmaterialien Verwendung, die 
entprechend ihrer Herkunft in drei Hauptgnippen eingeteilt werden kSnnen: 1. autologer. 
korpereigener).GefSBersatz, 2. Bioprothesen und 3. Kunststofi^roUiesen. Dabei kOnnen die 
beiden ersten Materialien unter dem Begriff ,3iologischCT GefaBersatz" zusammengefasst 
werden. Bei den Bioprothesen lasst sich wiederum zwischen homologen (aus der gleichen 
Spezies gewoimenen) und heterologen (aus einer fremden Spezies gewoimenen) 
GefMBprothesen unterscheiden. Bei den Kunststofi^rothesen handelt es sich um einen 
"* alloplastischen {alio = anders, fremd) Gef§Bersatz, bei dem inerte, porose Kunststoflfe wie 
Polyester (Dacron) oder PTFE (Teflon) verwendet werden. 

•Das wichtigste uad am meisten bevorzugte Ausgangsmaterial in der GefaBchirurgie, 
linsbesondere in der Bypass-Chirugie, sind autologe Transplantate. Bei den biologischen 
GefaBen sind dies hauptsachlich die Vena saphena magna oder die Arteria thoracica interna 
(= Arteria mammaria int.). Beide GefSBe finden vorzugsweise in der Koronarchirurgie 
Anwendung. Die Verwendung von korpereigenen Gef&Ben liefert im Vergleich zu anderen 
GefMBtransplantaten die besten Resultate im Hinblick auf die sogenannten „Ofienheitsraten". 
Darunter versteht man- die Anzahl der nach einer gegebenen Zeitspanne noch offenen GefaBe 
nach einer Gej^txansplantation. 

In der Koronarchirurgie sind immerhin 80-95% der Arteria mammaria mr.-Bypasse, aber nur " " ' 
65-80% der verwendeten Venen-Bypasse nach 5 Jahren noch offen. Dabei ist zu beachten, 

•dass 20% der transplantierten biologischen GefaBe schon innerhalb des ersten Jahres nach der 
jboiplantation lebensbedrohlich verengt bzw. verschlossen sind. Wiederkehrende Operationen 
sind bereits nach 10 Jahren in 8-16% der Falle bei Venen-Bypassen und in etwa 8% bei. 
Arteria mammaria int.-Bypass&xx erforderlich. 

Diese Zahlen verdeutlichen, dass selbst die Verwendung eines autologen GefaBersatzes, der 
gegenuber den anderen GefaBprothesenarten eine Reihe Vorteile aufweist, in der chirugischen 
Praxis - immer noeh mit erheblichen AusMlen verbunden ist und kann damit kein 
zufiriedenstellendes Ergebnis darstellen. Aufgrund der beobachteten Ausfille bei den 
transplantierten GefSBen, erscheint also eine Verbesserung des Ublichen chirurgischen 
Vorgehens dringend erforderlich. Immerhin ist ein offenes und gut funktionierendes 
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biologisches GeffiB fOr den Organismus lebensnotwendig und entscheidet in fast alien Fallen 

tiber Tod oder Leben der Patienten, 
« 

Die Erfinder der vorliegenden Erfmdung haben neue grundlagenwissenschaftliche 
Ericenntnisse, die zeigen, dass der Grund fUr die akute Thrombosierung von biologischen 
GefeBen wie auch die dxirch die intiinale Wandverdickung verursachte Restenose mit den 
damit verbundenen hohen Ausfelb:at«i atif die in der heute noch flblichen chirugischen Praxis 
im Umgang mit biologischen Gefafien vor GefaBtransplantationen zurackzuflihren isL 

Untersucht man chirugisch entnommene Vena saphena-Se^ciAe, so lasst sich - vmabhangig 
von den jeweiligen Zentren - fast durchweg eine erschreckend schlechte Erhaltung vor allem 
ihres Inminalen Endothels feststellen. Mehr als 50% der Gefafie besitzen iiberhaupt kein 
lluminales Endotiiel mehr. Der Grund-liegt darin, dass die autologen GefHBtransplantate vor 
der Gefafitransplantation ttberlicherweise unter staiken mechanischen Beanspruch\ingen mit 
Saline („physioIogische Kochsalzlosung") behandelt werden, urn die GefeBe blutfrei zu 
bekommen und nm ihre Dichtigkeit zu liberpriifen. Diese Behandlung fllhrt jedoch zu einer 
Beeintrachtigung der Endothelfunktion bis bin zur ZCTStorung des Endothel-Gewebes. Es 
muss bedacht werden, dass bei der Verwendimg von Saline kein ausreichender 
Erhaltungsstoffwechsel mehr im Endothel stattfindet. 

Des. Weiteren werden die biologischen GefSBe bei der Behandlung mit Saline starken 
mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt, indem die GefdBe, ahnlich einem gefalteten 
Schlauch, aber eine dicke KnopfkanOle gezogen vmd mit der Saline-Losung sowie einer 
gpsteckten Spritze vmter einem xmkontroUierbaren hohen Druck gesetzt werden. 
AnschlieBend v^d das GefeB Stuck fur Stuck zur Erkennung der Gefafi-Seitenaste, aus denen 
in diesem Moment Fltissigkeit heraustritt, von der Knopfkaniile heruntergeschoben und die 
SeitenSste mit entsprechendeaa Kiemmen sofort ligiert. Schliefilich wird das fertig fOr 
Transplantationszwecke prJ^yarierte GefeBsegment in seiner gesamten Lange noch einmal 
unter hohem Druck gesetzt, was mit einem regehrechten „Aufblasen" des Ge^Bes verbunden 
ist: Durch-den hohen Druck dem das GefilB ausgesetzt ist wird hSufig der letzte Rest der 
luminalen Endothel-Schicht abgerissen und weggesptilt. 

Damit wird deutiich, da§s durch diese in der chin^schen Praxis Qbliche Behandlung der 
biologischen Gefafie die innerste Wand der Gefafitransplantate, die Intinaa (= Tunica intima) 



und densn luminales Endothelgewebe, stark beschadigt wixd. Die Intima besteht axis 
einschichtigen Endothel und dem Stratum subendotheliale (feiiaes lockeres Bindegewebe mit 
von den Eifindein aitdeckten subendothelialen Perizyten) sowie der gefensterten Membrana 
elastica interna nnd erftillt vdchtige biologische Fnnktionen die fiir den Erhalt der 
GefaBfunktion essentiell sind. 

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben festgestellt, dass dem luminalen 
Endothelgewebe grofite Bedeutung sowohl im Hinblick auf den akuten Erhalt der 
Gefafiftmktion _(Freihaltung von thromboembolischen Reaktionen zum Zwecke einer 
ungehinderten Fliissigkeitsleitung), als auch im Hinblick auf die langerfristige Freihaltung des 
Gefafi-Lumens (Verhindervmg von arteriosklerotischen Stenosen imd schlieBlich 
Thiomboembolie) zukonimt 

Eine Zerst5rung der Endothel-Schicht - wie zum Beispiel dutch die oben geschilderte 
Behandlung von autologen GefaBtranspIantaten, begOnstigt eine Thrombosierung des 
beb-offenen GefMJJes, Es ist bekannt, dass nur eine geschlossene, gesunde und somit auch 
stofiwechselaktive Endothelauskleidung durdh komplexe ..anti-aggregatorische" 
(Thrombozyten-henunende), „anti-koagulatorische" (gerinnungshenunende) und „pro- 
fibrinolytische" (Fibrin-auflSsende) Aktivitaten in stSndiger Weise das Zustandekommen von 
thrombotischen Abl^erungen innerhalb des Kreislaufsystems euies Organismus verhindert. 

Die Erfinder der vorliegenden ErjBndung haben hinreichende Belege dafur, dass im Bereich 
^von Endothellasionen, in denen die erwahnten antithrombogenen Funktionen natiirlich nicht 
Bnehr aiisgeiibt werden konnen, auch noch auf zusatziiche Weise 2xir Thrombosierung neigt. 
In der Intima aTler groBen BlutgefSfie liegen namlich subendothelial lokalisierte, „Perizyten- 
ahnliche" Zellnetze, die extrem hohe Konzentrationen des sogenannten „Gev^ebefaktor" (TF 
= „Tissue Faktor") exprimieren. Der Gewebefaktor (TF) ist ein integrales membranstandiges 
Glykoprotein, das beim Menschen von diesem Zelltypus konstitutiv exprimiert wird. Dieses 
Membranprotein ubemimmt bei der Blutgerinnung als ein Co-Faktor des aktivierten Faktors 
VH (FVlBfe) ~eine~-entscheidende Funktion vmd ist neueren Erkenntnissen nach fOr die 
Ausldsung fast aller klinisch relevanten Thrombosierungsprozesse verantwortlich. Ein 
gesundes, geschlossenes Endothel schirmt den von den Perizyten produzierten Gewebefaktor 
physiologischerweise voUstSndig von dem innerhalb der Ge^e ^dmenden Blut ab. Durch 
die damit erreichte Abschirmung des Gewebefektors vom Blutstrom durch das 
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zwischeE^eschaltete intakte Endothel-Gewebe wird einer akuten Thrombosierung void somit 
einem akuten Verschluss der biologischen GefeBe vorgebeugt Dies verdeutlicht vor allem, 
dass die kurzfiistig'Cakirte) OfiEenheitsrate eines biologischen Ge^es ganz wesentlich von 
dem Zustand des Endothel-Gewebes irmerhalb des GeJSfies abhSngt. 

Dabei muss bedacht werden, dass die Schaffung einer gechlossenen Endothelabdeckung kein 
einmaliges Ereignis ist, sondem dass diese stSndig auch gegen die hohen Sclierkrafte des 
Blutes aufirecht erhalten werden muB. Im Einzlelnen spielen auch hier wieder akdve 
Stoffechselleistungen des Endolhelgewebes cine entscheidende Rolle. Dazu gehSren zum 
Beispiel standige Verfugungprozesse, d.h. das Verschliefien der dichten Interzellularspalten 
durch spezielle Proteine sowie kontinuierliche Zellteilungsprozesse, die vor allem fiir die 
Abdeckung und Reparatur von Lasionen an der intimalen OberflSche notwendig sind. 

Von den Erfindem der vorliegenden Erfindung wurde aufierdem erkannt, dass die standige 
(chronische) Erhaltung und die RegenerationdShigkeit von Endothel-Gewebe auch fur die 
langerfristige Funktion der GefdBwand und somit der biologischen GefEBe essentiell sind. 
Eine intakte und dichte Endothel-Schicht ist nSmlich zur Schaffiing und Aurechterhaltung 
eines speziellen Miliexis in der Intima 2Mr KontroUe der subendothelialen ZellverbSnde 
notwendig. Diese ZellverbSnde erstrecken sich unterhalb des Endofbels als diinnes Netzwerk, 
die bei GefSBwandverletziangen zwar sofort hSmostatisch reaktionsbereit sind, das Lumen 
aber in keinerlei.Weise einschrSnken. Wird das Endothel aber verletzt oder erkrankt dieses 
Gewebe, gelangen Wachstumsfaktoren aus dem Plasma in die tieferen Intima-Schichten, mit 
^der Folge einer massiven und weiter zunehmenden Proliferation der subendothelialen 
fcellverbande. Die Folge davon ist eine langfristig ablaufende zunehmende sklerotisierende 
Umfonnung der Wand des biologischen GefaBes, eine Einengung des Lumens und schlieBlich 
die chirurgisch gefurchtete Restenosierung. Unter „Restenosierung" versteht man hierbei die 
Verengung von GefSBtransplantaten was mit einem emeuten Verlust der Durchblutung im 
abhSngigen Gewebebereich verbunden ist 

Aus all dem wird~deutlich, dass die bisher auf gefiBchirugischem Gebiet verwendeten und 
beschriebenen Verfehren zur Behandlung von isoliertcai Hohlprganen bzw. biologischen 
GefSBen den Nachteil haben, dass sie zu einer BeeintrSchtigung bzw. ZerstSrung des 
Endothel-Gewebes fxihren, vvas wiederum zu einer schnell qder lang&istig bewirkten 
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Restenosierung fiihrt Als Folge ist ein emeuter chirugischer Eingriff in Patienten notwendig, 
die nun natOrlich auch eine deutlich verschlechterte Prognose haben. 

Die Erfindimg liegt daher die Aufgabe zi^mnde ein schonendes Verfahren zur Behandlung 
yon isolierten Hohlorganen bzw. biologischen GefiBen 2xir VeriRlgung zu stellen, das eine 
Konservierung, d.h. eine Aufrechterhaltung und gegebenenfalls auch eine Regeneration der 
Endothel-Schicht der GefSBe eimoglicht, um auf diese Weise zuverlSssige und langfnstig 
einsetzbare Gefafitranspiantate zur VerfUgung zu stellen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch den Gegenstand der Anspniche 1-26 gelOst. 
Somit betxifft die Erfmdung eine Endothel-protektive Perfusionslosung, umfassend 

(a) physiologische Elektrolytlosung 

(b) mindestens 0, 1 Gew. natives Albumin 

(c) 0,5 bis 1 0 mM L-Glutamin 

Unter dem Begriff ,3ndothel" versteht man die einschichtige zellige Auskleidung der v 
biologischen GefdBe md serfisen Hohlen. 

Unter dem Begriff „Endothel-protektive Perfiisionslosung" versteht man eine L5sung mit der 
das Endothelgewebe in Hohlorganen bzw, biologischen GefaUen behandelt werden kann und 
dabei das Endothelgebewebe erhalten bleibt. Eine AblOsung oder ZerstSrung des Endothels ^ 
wird durch die Endothel-protektive Perfusionslosung verhindert. Insbesondere wird durch die 
Endothel-protektive Perfusionslosung die Teilungsfahigkeit der Endothelzellen sowie die 
.egnerationsfahigkeit des Gewebes aufrechterhalten. „Endothel-protektiv" bedeutet daher, 
dass das Endothel seine Qewebearchitektur behalt. 



Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben, wie oben beschrieben, tiberraschenderweise 
festgestellt, das die Endothel-Schicht von biologischen GefaBen fur die Erhaltung der GefaBe 
- auch nach der Transplantation - einen entscheidenden Faktor darstellt. 

Mit der erfindungsgemaBen Perfusionslosung kOxmen samtliche Endothel-tr^ende 
biologische Gefafie und Hohlorgane behandelt werden, so dass die Struktur und Funktion vor 
allem der Endothel-Gewebe aufrechterhalten bleibt. 
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Unter dem Begriff ,JH[ohlorgan" soUen im Folgenden ganz allgemein OrangefaBsysteme in 
Herz, Daim, Uterus, Niere, Hamblase, Lunge, Leber, Milz etc verstanden.werden. Der Begriff 
„Hohlorgan" schlieBt aber auch sSmtliche biologischen GefSBe ein, wie BlutgefdBe (Arterien 
xmd Venen) und LymphgefSBe. 

Ein funktionaies und-strdcturell intaktes Endothel-Gewebe ermOglicht eine lange Lebensdauer 
all dieser GefaB-Prothesen, da auf diese Weise einem Verschluss der GefSBe, zum Beispiel 
durch Thrombosierung oder sklerotisierende Restenose vorgebeugt wird. 

Die Erfindung betrifft auch eine Apparatur mit der ein isoliertes biologisches GefaB mit der 
Endothel-protektiven Perfusionslosung durchgespult werden kann. Mit dieser Apparatur 
konnen biologische GefaBes einfach und ef^zient auf ihre Dichtigkeit uberpruft werden. 

udem komen zum Beispiel alle Seitenaste des biologischen GefdBes beim Durchspulen mit 
geeigneten Ligationshilfen, wie zum Beispiel Kiemmen oder Micro-Clips, zielsicher entdeckt 
xmd ligiert werden. 



Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von 
Holorganen bzw. biologischen GefdBen, bei dem das Hohlorgan mit der Endothel-protektiven 
Perfusionslosxmg durchgesptllt wird. Fiir dieses Verfahren kann vorzugsweise die 
erfindxmgsgemafie Apparatur eingesetzt werden. . 



Die Endothel-protektive Perfusionslosung eignet sich zur Verw^dung zur Vorbereitung von 
biologischen GefaBen als Transplantat fiir die Behandlung von GefaBkrankheiten, wie zum 
eispiel Angiopathie, Vaskulitis, insbesondere Arterien- und Venenstenosen, Angina 
pectoris, Myokardinfarkt, (Herzinfarkt), Apoplexie (Schlaganfall), Horsturz, Aneurysma,. 
Ateriossklerose, Thrombose, Varikose, Thrombophlebitis, Claudicatio, Raucherbein imd 
Gangran. 



Die Endothel-protektive Perfdsionsl6s\mg eignet sich weiterhin zur Reparatur von 
Endotixeliasionen-bei OrgangefaBsystem in Hohlorganen bzw. in biologischen GefUBra. 

Die mit der Endothel-protektiven Perfusionsiasung behandelten Hohlorgane bzw. 
biologischen GefdBen weisen eine verlSngerte Offenheitsrate der Gefafle hn Vergleich zu 
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unbehandelten oder mit herk6nmilicher physiologischer Kochsalzl5suij.g bzw. Saline 
behandelten Ge^e auf. 

< 

Die mit dem erfindungsgemafien Verfahren behandelten Hohlorgane bzw. biologische GefSBe 
haben den wesentlichen Vorteil, dass anf ihrer Innenoberfleiche ein intaktes, gesundes 
Endothel-Gewebe anfweisen. 

Weiterhin stellt man bei einem beschadigten Endothel durch die Behandlung mit der 
erfindungsgemafien Perfiisionsl6sung eine Regeneration des Endothelgewebes fest. Die 
Endotheizellen behalten ihre Teilungsfahigkeit und sind so sogar in der Lage, 
Endothellasionen der Hohlorgane bzv/. biologischen Gefafie zu reparieren. Unbehandelte oder 
in der chirurgischen Praxis mit herkSmmlicher physiologischer Kochsalzlosnng behandelten 
Pbef^e fxihren dagegen zu einer Lasion oder sogar einer kompletten Ablosimg des Endothels 
bereits innerhalb der ersten Stunde. 

Durch das erfindungsgemSBe Verfahren ist es weiterhin moglich, dass das mit der Endothel- 
protektiven Perfusionslosung behandelten Hohlorgan bzw. biologische GefaB fOr laagere Zeit, 
d.h. bis zu mehreren Tage aufbewahrt werden kann. Dies ermSglicht eine einfeche Lagerung 
der GefaBe und erleichterte logistische Versorgung bei Bypass-Operationen sowie eine 
bessere Planbarkeit derartiger Eingriffe. 

Die erfindungsgemafie Endothel-protektive Perfiisionslosimg umfasst eine physiologische 
^lektrolytlosung, mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin imd 0,5 bis 10 mM L-Glutamin. 

Als physiologische Elektrolylosung wird vorzugsweise eine den normalen anorganischen 
Salzbestandteilen des gesunden hxnnanen Blutplasmas entsprechende Elektrolylosimg 
verwendet. In einer Axisfuhrungsform der Erfindung wird der Bicarbonatanteil herkommlicher 
ElektrolytlOsungen durch Squimolares Histidinchlorid ers^tzt. 

Die erfindungsgemafie physiologische ElektrolytlSsung hat die folgende Zusammensetzung: 
100-150 tnM NaCl; 1-15 mM KCl; 0,1-4 mM MgS04; 0,5-2 mM KH2PO4; 24-48 mM 
Histidin-Cl und 1-3 mM CaCl. 
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Eine bevorzugte Zusammensetzung der physiologischen Elektrolyl5sung ist: 127 mM NaCl; 
4,6 mM KCl; 1,1 mM MgS04; 1,2 mM KH2PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl. In 
atmospharischer Luft wird der pH-Wert der physiologischen Elektrolytiasung vorzugsweise 
auf denNonnalwert des arteriellen Blutes (pH = 7,4 +A 0,04) eingestellt Die Emstellimg des 
pHs erfolgt vor der Zugabe von CaCl als zuletzt zugesetzte Komponente der LSsung, Aber 
auch jede andere Lffsiing, die als physiologische Elektrolytlosung verwendet werden kann, 
kommt in deryorliegenden Erfindung in Betracht. 

Zur Energieerhaltung des endothelialen Stoffwechsels sind in der physiologischen 
Elektrolytlosvmg Energiesubstrate, vorzugsweise 2-10 mM Glukose und 1-10 mM Pyruvat, 
enthalten. Diese Energiesubstrate .alleine ermoglichen eine vollkommen ausreichende 
Bereitstellung von Stoffwechselenergie fur das Endothelgewebe, selbst unter nahezu 
Pkypotoxischen Bedingungen (pOa > 10 mm Hg). Bevorzugte Konzentratibnen der 
Energiesubstrate sind 8 mM Glukose und 2 mM Pyruvat. Die physiologische ElektrolytlSsung 
enthalt in einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemSBen Perfusionslosung Heparin 
in einer gerinnungshemmenden Konzentration. t)bUche gerinnungshemmende 
Konzentrationen fOr hochmolekulares Heparin sind 0,2-0,6 U/ml, vorzugsweise 0,4 U/ml im 
Falle von Humanblut. Eine weitere AusfiSiirungsform der Erfindung verwendet 
niedermolekulares Heparin, wie zum Beispiel von Pharmacia™ zu 100 jiil/lOO ml. Weiteihin 
. konnen jeweils 50-100 p-M Hamsaure \md/oder Ascorbat als exogene Reduktionsmittel gegen 
reaktionsfreudige Sauerstoffverbindungen (Antioxidantien) zugesetzt werden. 

«ine Menge von bereits 0,1 Gew,-% nativem Albumin fiihrt zu einer betrachtlichen 
tabilisierung des Endothel-Gewebes. „Natives Albumin" bedeutet, dass das Albumin in 
seiner naturlichen Form (nativen) vorliegt xmd bevorzugt durch chromatographische 
Verfahren axifgereinigt wird. Bevorzugt natives Human-Albumin. Experimentell lasst sich die 
Wirkung von Albumin axif die Stabilisierung des Endothelgewebes im Phasenkontrast und mit 
Zeitrafferkinematographie ermitteln (siehe Beispiel 2). Dabei hat sich natives Albumin im 
Vergleich xu hitzebehandeltem Albumin als eindeutig vorteilhaft herausgestellt. 

Die Dichtigkeit des Endothehasens kann durch Bestinmiung der hydraulischen Konduktivitat 
(Lp [cm/s/cm H2O]) quantitativ gemessen werden. Im Vergleich zu den mit der 
eifindungsgemafien Perfusionslosung behandeiten Endothel-Schichten, verlieren die in Saline 
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behandelten Endothel-Schichten ihre Dichtigkeit voUkommen, weil sich die Einzelzellen sehr 
schnell kugelig von der Oberflache ablosen. 

Eine weitere Ausfilhrungsfonn der Endothel-protektiven Perfusionslesxing der Erfindung 
enthalt den Zusatz von hamolysinfireiem oder autologem Serum. In diesem Fall mnfi kein 
zusatzliches natives Albumin zugesetzt werde, da dieses dnrch das Serum bereitgestellt wird. 

Eine uber Tage nicht abnehmende Stabilisierung der nativen Dichtigkeit der Endothel-Zellen 
lasst sich erreichen, wenn der Elektrolylosung hamolysinfreies oder autologes Serum 
zugesetzt wird. Das Serum ist bevorzugt firei von Lipoprotein. Unverdimntes autologes Serum 
besitzt eine Albxmiinkonzentration von mindestens 6 Gew.-%, das entsprechend der 
erfindungsgemafien Perfusionslosung auch bei starkerer Verdunnung die Aufgaben des 
fnativen Albvmins flbemehmen kalm. Ausserdem enhalt humanes Serum zahlreiche 
Wachstumsfaktoren in wirksamen Konzentrationen (z.B. jeweils > 0,1 ng/ml bFGF, TGF, 
VEGF). Der Endothel-protektiven Perfusionslosung wird eine'Konzentration von 1-10 Vol-% 
hamolysinfreies oder autologes Serum zugesetzt. Vorzugsweise betrSgt die 
Serumkonzentration 5-10 Vol-%. Schonbei 1 Vol-% autologem oder hamolysinfreiem Serum 
lasst sich aber eine erkeimbare Verbesserung der Stabilisierung der Endothel-Dichtigkeit 
feststellen. Besondere AusfOhrungsforaien der Erfindung haben eine Serum-Konzentration 
yon 2,5 Vol-%, 5 yol-% oder 10 Vol-%. „ . . . 

Das in der Endothel-protektiven Perfusionslosung enthaltene L-Glutamin kann in 
^yerschiedenen Ausfuhrungsformen der Erfindung eine Konzentration von 2,5 mM, 5 mM 
Poder 7,5 mM haben, wobei eine Konzentration von 2,5 mM L-Glutamin bevorzugt ist. 

Bei ein^r weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt die Endothel-protektive 
PerfusionslSsung zusatzlich Antibiotika in bakteriziden Konzentrationen. Bevorzugt sind zum 
Beispiel 100-400 U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptomycin, wobei 200 U/ml 
Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin am meisten bevorzugt sind. 

Die fertige LSsung kann ohne Wirkungsverlust monatelang bei einer Temperatur von 4 
und in vSlliger Dunkelheit gelagert werden. Eine Sterilisation zur Freihaltung von Keimen in 
der LSsung kann zirai Beispiel tiber Sterilfilter erfolgen. 
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Die erfindungsgemSfie Apparatur zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten 
biologischen GefdBen umfasst gemSB Figur .1 eine Kammer (1), einen axial beweglichen. 
Stempel (6), eine *Kanule (5), einen Vorratsbehalter (7), der Endothel-konservierende 
Perfusionsfltissigkeit enthait und eine Dichtungsvorrichtung (3), wobei die Kantile mit dem 
axial beweglichen Stempel (6) verbunden ist, so dass diese mit dem Stempel in die Kammer 
bewegt werden kann und wobei die Dichtungsvorrichtung (3) ein Ende des biologischen 
GefaBes umschlieBen kann imd die Kanttle mit dem anderen Ende des GefdBess verbunden 
werden kann, so dass die Endothel-protektive Perfusionslosimg aus dem Vorratsbehalter (7) 
selektiv, vorzugsweise xmter einem Dmckgradienten, in das biologische GefaB geleitet. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Apparatur der Erfindung mnfasst die 
Dichtungsvorrichtung verformbare Dichtungsscheiben, die stapelformig in einer 
idelschraube angeordnet sind. 



^^IJICX 

^Bl3n< 



Vorzugsweise sind die stapelformig in der Randelschraube angeordneten Dichtungsscheiben 
anprefibar und durch perforierte Zwischenscheiben, zum Beispiel Stahlscheiben getrennt. Die 
Stahlscheiben haben vorzugsweise eine Dicke von 0,5-2 mm. Die gestapelten 
Dichtungsscheiben soUen durch die perforierten Stahlscheiben auf Abstand gehalten werden. 
Vorzugsweise soil der Durchmesser der Zwischenscheibenofi&iungen 1-2 nmi kleiner sein als 
der Durchmesser der j eweils ausgewahlten Dichtungsscheiben. 



^^ab 



Vorzugsweise haben die Dichtungsscheiben einen Durchmesser, der an die GroBe des 
^bzudichteten GefaBes angepasst ist, Der Durchmesser des GefaBes ist dabei kleiner als der 
durchmesser der Dichtimgsscheiben, so dass die GefaBe im Durchtrittsbereich der 
Dichtungsscheiben von diesen eng umschlossen werden, wobei aber das Lumen der unter 
Drack gefullten und dadurch geweiteten GefaBe nicht verschlossen wird. 



Der Durchmesser der Dichtungsscheiben kann an den AuBendxarchmesser des GefaBes durch 
Zusammenpressen der verformbaren Dichtungsscheiben angepasst werden. Im Falle von 
BlUtgefeBea betragtrder Durchmesser der Dichtungsscheiben vorzugsweise 1-10 mm und/oder 
eine Dicke von 0,3-3 mm. Bei Hohlorganen entsprechen die GefiBe den zuleitenden Arterien 
bzw. den abfllhrenden Venen des OrgangefSBsystems in dem jeweiligen Hohlorgan. 
Bevorzugtes Material der Dichtungsscheiben ist Silikon oder jedes andere zu Abdichtung 
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verwendbaxe und verformbare Material. Die perforierten Stahlscheiben bestehen bevoizugt 
aus Stahl, zum Beispiel V2A-Stahl. 

« 

Eine bevorzugte und in Figur 1 gezeigte Aiisfuhrungsform der Apparatur der Erfindung 
enthalt eine Kammer (1) land Silikon-Dichtungsscheiben (3) mit einer zentralen Perforation 
die in einer RSndelschraube angeordnet sind. Die Kammer ist bevorzi^ zylinderfSnnig. 
Dxirch die Perforation in den Dichtungsscheiben wird das eine Ende eines BlutgefiBes (1) 
(z.B. Arterie oder Vene) zunachst nw ein kurzes StQck hindurchgezogen und mit einer 
Klemme verschlossen. Da andere Ende des GefaBes wird mit der Kanule (5) des Stempelteiles 
verbimden. Die Kanule ist vorzugsweise mit einem Schlauch verbunden, der wiederum mit 
dem Vorratsbehalter (7) verbunden ist. Der Vorratsbehalter enthalt die erfmdungsgemafie 
Endothel-protektive Perfusionslosung und kann zum Beispiel eine Boyle Mariott'sche Flasche 
Psein. 

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung wird mit Hilfe eines zwischen dem 
Vorratsbehalter und der Kammer bestehenden Dmckgradienten (Ap) die PerfusionslOsung bei 
einem defmierten und konstafiten Druck aus dem Vorratsbehalter in die Kanule und damit in 
das BlutgefaB geleitet. Der einfachste Fall zur Erzeugimg eines naturlichen Dmckgradienten 
ist ein hydrostatischer Hohenunterschied, zum Beispiel durch die Positionierung der 
y.Qrratsflascbe in -ca. l,30.m Hohe oberhalb der Kammer. Anschliefiend wird. der axial 
bewegliche Stempel (6) mit dem vorgeschalteten BlutgefaB abgedichtet in den Innenraum der 
Kammer eingeschoberu 

^J^ird nun unter mSBigem Dmck die Endothel-protektive PerfusionslQsimg in das GefaB 
appliziert, kann es zom Ausstromen der Perfiisionsfltlssigkeit tiber die Seitenaste des GefaBes 
kommen. Das Ausspritzen von Fliissigkeit aus den Seitenaste des GefaBes im 
Kammerinnenraum nimmt rasch aufgrund des dort sich aufbauenden Gegendmckes ab. Durch 
weiteres Eindrehen der RSndelschraube im Dichtungsbereich gelingt es weitgehend, den 
ZyUnderinnenraum im Ausfiflirungsbereich des GefSfles abzudichten, so dass das AusstrSmen 
fiber (fie "in di^em Bereich liegenden Seitenaste bald unt^bleibt. Zieht man nun das 
BlvitgefaB vorsichtig gedichtet nach vome weiter durch die Perforation der 
Dichtungsscheiben, kommt es zum selektiven Ausspritzen von Perfusionslosung axis alien neu 
heraustretenden Seitenasten (8), die dann jeweils sofort ligiert mit Ligationshilfen (9) werden 
kSnnen. So lasst sich diese chirurgisch unabdingbare Dichtigkeitspriifung von biologischen 
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GefaBen, vor allem die die fur einen arteriellen Bypass vorgesehen sind, sehr schonend fUr 
das Endothel imd bei einem definierten und konstanten Druck abwickeln. Aufierdem lasst sich 
sehr sauber arbeitexl, d.h, tJberschwemmungen wie bei der oben beschriebenen Verwendung 
von Saline unterbleiben, SchlieBlich wird das GefSB ganz aus dem GefaB herausgezogen und 
durch Anwendung eines Perfusionsdruckes (z.B. 250 mm Hg) noch einmal in seiner ganzen 
Lange auf Dichtigkeit uberpriift. Anschliefiend kann es bis zur Transplantation, vorzugsweise 
bei einer Temperatur von 37°C, in die protefctiven PerfusionslOsung eingelegt werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn wird die erfindungsgemaBe Perfusionsfltlssigkeit 
zusatzlich fiber eine Durchlaufspirale eines Thennostatisierungssystems geleitet, so dass die 
Perfusionsfliissigkeit vorzugsweise auf 37°C erwarmt werden kann. 

ie Apparatur kann zusatzlich eine dder mehrere Entllifterschrauben enthalten, die an der 
Kammer angebracht sind und zur Entlliflung bzw. Entleeren des Kammerinhalts dienen. 

Die erfindungsgemaBe Apparatur eignet sich fJlr sSmtliche biologische GefSfie wie BlutgefSBe 
(Arterien und Venen) und LymphgeSBe. Eine Anwendung der Apparatur zur Endothel- 
konservierenden Behandlung von BlutgefSBe insbesondere in Hinblick auf die Bereitstellung 
von GefaBen fur die GefaBtransplaatation bzw. Bypass-Operation ist hierbei bevorzugt. 

Die erfindungsgemaBe Apparatur ermoglicht in vorteilhafter Weise einen konstanten 
Druckgradienten iiber die GefaBwand, was ein KoUabieren des GefaBes mit einhergehender 
l^erstfirung des Endothel-Gewebes verhindert. 

Mit Hilfe der RSndeischraube und den darin enthaltenen Dichtungsscheiben kann der 
Anpressdruck auf das GefMBsegment variiert werden und so die Dichtigkeit reguliert werden* 

Der Stempel bewegt sich vorzugsweise axial, d.h. durch die Kanomer in Richtung der 
Dichtungsyorrichtung. 

Neben den oben erwahnten Vorteilen ermoglicht die erfindungsgemaBe Apparatur eine 
genaue und gleichmaBige Behandlxmg des GefaBes mit der erfindimgsgemaBen 
Perfusionsfltlssigkeit. So ermoglicht die Apparatur eine gleichmaBige Versorgung der 
Endothelzellen imt Perfusionsfliissigkeit. Dies ermoglicht den Austausch von biologisch 
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wichtigen StofiPwechselmolekOlen die zum Erhalt bzw. fiir die Proliferatioii der 
Endothelzellen notwendig sind. 

• 

Die Apparatur eignet sich besonders zur Dichtigkeitsprtifung von biologischen GefaBen. 
Hierbei wird ein Ge:aBsegment fiber die Dichtungsscheiben herausgezogen und StQck ftSr 
Stack auf Dichtigkeit tJberpruft Die dabei festgestellten GefSBabgange kOnnen dann mit 
geeigneten Ligationshilfen, wie z.B. Klemmen oder Micro-Clips ligiert werden. 
Erfindiingsgemafi werden auch kleinste SeitenSste fiber ausspritzende Perfusionsfltissigkeit 
leicLt entdeckt und kSnnen xinter DruckkontroUe effizient ligiert werden. SchlieBlich kann 
auch das vollstandig aus der Apparatur herausgezogene GefaB noch einmal in seiner 
Gesamtheit auf Dichtigkeit bei einem adaquaten Druck flbeiprOft werden (Ap mindestens. 1 80 

•lam HG). 

Die erfindungsgemaBe Perfusionslosung kaim daher in einem Verfahren zur Endothel- 
konservierenden Behandlung von Hohlorganen bzw. biologischen Gefdfien eingesetzt werden. 
Hierbei werden die Hohlorgane bzw. biologischen GefeBe mit der erGndnngsgemaBen 
Perfusionslosung durchgespiilt. 

Das Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von Hohlorganen umfasst 
beyorzugt .die ..Yerwendxmg der . erfindungsgeraaBen Apparatur, mit der .die 
Perfusionsfliissigkeit durch das Hohlorgan geleitet wird. 

•Die nachfolgende Figuren dienen der Erlauterung der Erfindung. 
kgur 1 zeigt eine Apparatur zur Verwendung bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur 
Endothel-konservierenden Behandlung isolierten biologischen GefaBen. 

Figur 2 zeigt eine kultivierte Endothel-Schicht aus der Vena saphena im Verlauf einer 
Inkubation mit Saline. 

Figur 3 zeigt eine" kultivierte Endothel-Schicht aus der Vena saphena im Verlauf einer 
Ixikubation mit einer Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen Perfusionslosung. 

Figur 4 zeigt eine kultivierte Endothel-Schicht aus der Vena saphena im Verlauf einer 
Inkubation mit einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen PerfiisionslOsung. 
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Die nachfolgenden Beispiele erlautem die Erfindung, sollen jedoch nicht als einschrSnkend 
auf gefasst werde^, * 

Beispiel 1: Bevorzugtes Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten 
Hohlorganen bzw. bit>logischen Gef5flen > 

Bei einer Ausfuhruagsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wurde bei Verwendung von 
BlutgefaBen eine Perfusionslfisung mit folgender Zusammensetzung eingesetzt: 

Physiologische Elektrolylosung mit 127 mM NaCl; 4,6 mM KCl; 1,1 mM MgS04; 1,2 mM 
JCH2PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCL Vor Zugabe von CaCl wurde der pH-Wert der 
PLosung bei atmospharischen L\iftbedingungen auf pH=7,40 eingestellt. Weiterhin enthielt die 
PerfiisionslOsung 10 Vol-% Lipoprotein-fireies, hSmolysinj&eies, homologes Serumpraparat 
aus einem Pool von Blutpraparaten, 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 
200 U/nal Penicillin xmd 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin 
von Pharmacia™: 100 p.1/100 ml fertige LSsung) und ziisatzlich jeweils 50 jiM Hamsaure und 
Ascorbat. 

Bpx dem V.eirfahren-zur Endothel-konservierenden Behandliing des isolierten biologischen 
GefaBes wurde-eine Apparatur eingesetzt, welche die Seitenaste des zur Bypass-Protbese 
gedachten Gefafies zuverlassig ligieren soUte. Die Apparatur entspricht im Wesentlichen die 

I der Figur 1. Diese besteht aus einer Kanmier (1) und Silikon-Dichtungsscheiben mit 
lazwischengelagerten Stahlscheiben aus V2A-Stahl (3), welche mit ihren zentralen 
Perforationen axial in einer Randelschraube angeordnet sind. Durch diese 
Dichtungsvorrichtung wurde das eine Ende einer Vena saphena zunachst mar ein kurzes Stiick 
hindurchge^ogen und mit einer Klemme verschlossen. Das andere Ende des GefMBes wurde 
mit der KantUe (5) des Stempelteiles verbxmden. Die Kanille ist mit einem Schlauch 
verbunden der mit einer Boyle Mariott'sche Flasche (7) verbunden ist. Die Boyle 
MariotE'sche Flasche enthielt die oben genaimte Endotiiel-protektive PerfiasionslSsung und 
befand sich ca, 1,30 m oberhalb der Kanamer zur Erzeugung eines Druckgradienten (Ap). 
Durch einen definierten und konstanten Druck wurde die Perfiisionsiesung aus der Boyle 
Mariott'sche Flasche durch den Schlauch in die Kaniile und so in die Vene geleitet. 
AnschlieBend wurde der axial bewegliche Stempel (6) mit dem vorgeschalteten BlutgefaB 
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abgedichtet in den Innenraum der Kammex eingeschoben. Unter maBigem Druck wurde die 
Endothel-protektive Peifusionslesung in das GefeB appliziert, so dass es zum Ausstromen der 
Perfusionsflflssigkek liber die SeitenSste des GefaBes kdmmen konnte, Um den 
Ausfahrungsbereich der Vene gegen den Zylinderinnenraum der Kammer abzudichten, wurde 
die Randelschraube im Dichtungsbereich (3) weiter nach Innen geschraubt, so dass das 
Ausstromen fiber die- in diesem Bereich liegenden SeitenSste rasch unterblieb. Durch weiteres 
Heraussdehen der Vene kam es zum selektiven Ausspritzen von PerfusionslSsung aus alien 
neu heraustretenden Seitenasten, die dann jeweils sofort ligiert werden komiten. 
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der intimalen Oberflache wiesen einen 
vollkommenen Erhalt (100%) der Endothelschicht nach. 



Beispiel 2: Regeneration von Endothel-Gewebe der Vena saphena durch Behandlxxng mit der 
idothel-konservierender Perfusionslosimg 




Um die Wirkung der Endothel-protektiven Perfusionslosung und des erfindungsgemaBen 
Verfahrens zu verdeutlichen, wurden isolierte Endothelzellen aus der menschlichen Vena 
saphena wahrend der Inkubation mit verschiedenen Losungen mikroskopisch beobachtet und 
ihr Verhalten wurde durch Serien bzw. Video-Zeitraffer-Mikrophotographie dokumentiert. 

Endothelzellen aus kardiochirurgisch nicht mehr benStigten Reststiicken der menschlichen 
Vena saphena ,wurden durch Kolliagenase-Inkubation selektiv abgelost und in Minimal- 
Essential-Medium (z.B. ,JDulbecco minimal essential medium", DMEM) unter Zusatz von 
10% v/v fotalem Kalberserum in Wasserdampf-gesSttigter atmosphSrischer Luft bei Zufuhr 
on 5% v/v Kohlendioxid bei einer Temperatur von 37 ^^C („Brutschrankbedingungen") bis 
zur Konflueriz geziichtet AnschlieBend wurden ausgewShlte Schalen in ein 
Inkubationssystem eingebracht, das auf dem Objekttisch eines Zeiss- Axiovert-Mikroskops 
fest montiert war und fur die Konstanz der oben bezeichneten Wachstimisbedingungen 
garantierte. Die kontinuierliche photographische Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer 
Computer-gesteuerten Zeiss AxioCam-Kamera unter Verwehdung von Software die von Zeiss 
©Qtwickeltlwuirde. uhd unter Einsatz von Gelblicht mit der geringsten, technisch gerade noch 
zur Abbildung der jeweiligen Endothelschicht ausreichenden Beleuchtungsstarke. Zwischen 
den einzelnen, automatisch ausgel5sten Einzelau&ehmen wurden die Kulturen durch eine 
automatisch einfahrbare Blende vom Licht der Mikroskoplampe abgeschirmt. 
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Zunachst wurden die auf diese Weise praparierten Endothelzellen in herkommlicher Saline 
inkubiert (Figur 2; Tafel A; Losimg 1), Die Saline hatte folgende Zusammensetzung: 154 niM 
(0,9 Gew.-% ) NaCl^in bidestilliertem Wasser. 

Die Aufoahmen dokumentieren den Zxistand der Endothelzellen zu verschiedenen Zeiten 
wahrend der Inkubation mit Saline. Die Ausgangskultur (0 Minuten) zeigte eine intakte 
Endothelzell-Schicht. Mit vorschreitender Inkubation mit Saline kam es jedoch schon 
innerhalb weniger Minuten zu einem kugeligen AblSsen der Endothelzellen und zum 
Absterben von Endothelzellen. Dies fuhrte zu einer voUigen ZerstSrung des 
Gewebeverbandes, Nach einer Inkubationszeit von 180 Minuten waren nahezu alle 
untersuchten Endothelzellen kugelig von der Obexflache abgelost und abgestorben. 

Gegensatz dazu, ftihrte eine Behandlung der isolierten Endothelzellen mit der 
erfindungsgemafien Perfusionslosung (Figur 3; Tafel B; Losung 2), die natives Albumin 
enthielt, zu einer Erhaltung der Endothelzellen uber den gesamten beobachteten 
Inkubationszeitrairai. Allerdings unterblieb in dieser LOsxmg eine mitotische Aktivitat der 
Endothelzellen. 

Die Losung 2 hatte folgende Zusammensetzung: Physiologische ElektrolylSsung (127 mM 
NaCl; 4,6 mM KCl; 1,1 mM MgS04; 1,2 mM JCH2P04; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl (pH 
auf 7,40 .: vor Zugabe von CaCl); 0,1% Albumin imd 2,5 mM L-Glutainin. . Die 
Perfusionslosung enthielt aufierdem: 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin 

I und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia™: 100 
fil/lOO ml fertige Losung) und zusatzlich jeweils 50 jiM Hamsaure und Ascorbat. 

Die Inkubation der kultivierten Endothelzellen in der Losung 2 fuhrte zu einer weitgehenden 
Erhaltung der endothelialen Gewebearchitektur. Insbesondere beobachtete man kein kugeliges 
Ablosen oder Absterben der Endothelzellen. Nach ca. 180 Minuten stellte sich eine deutliche 
Weimng der Interzellularspalten zwischen einigen Endothelzellen heraus. Doch zeigt sich, 
dass die ^Eamktion -des Endothelgewebes, insbesondere die Abschirmimg subendothelialer 
GefSBwandbereiche in dieser Perfusionslosung erhalten bleibt, Somit bewirkt diese 
erfindungsgemaBe, aber noch kein Serum enthaltene Perfusionslosung, eine vollstandige 
Vitalitatserhaltung von Endothelzellen bei gleichzeitiger Erhaltung ihrer wichtigsten 
Funktion, 
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In einem weiteren Experiment wurde das Regenerationspotential von Endothelzellen durch 
die Behandlnng nndtder erfindungsgemSBen, Serum enthaltehen PerfusionslSsung imtersucht. 
Die isolierten und in Kultur gehaltenen Endothelzellen wurden mit einer Perfusionsl5sung 
(Figure 4; Tafel C; LOsung 5) behandelt. 

Die L5sung 5 hatte folgende Zusammensetzung: Physiologische Elektrolylflsung mit 127 mM 
NaCl; 4,6 mM KCl; 1,1 mM MgS04; 1,2 mM KH2PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCL Vor 
Zugabe von CaCl wurde der pH-Wert der LSsung bei atmosphSrischen Lirftbedingungen auf 
pH=7,40 eingestellt Weiterhin enthielt die Perfusionslosimg 10 Vol-% Lipoprotein-freies, 
hamolysinfreies, homologes SerumprSparat aus einem Pool von Blutpraparaten, 2,5 mM L- 
Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml 
ptreptpmycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Phannacia™: 100 p-l/lOO ml 
fertige Losxmg) \md zusStzlich jeweils 50 p.M Hamsaure und Ascorbat. 

Tm Gegensatz zu Losung 2, enthalt die Losung 5 homologes Serum statt Albumin. Dies hat, 
wie nachfolgend gezeigt, nicht nxxr eine ausgepragte strukturerhaltende Wirkimg auf das 
Gewebe der Endothelzellen sondem auch eine starke Wirkung auf die Teilimgsfahigkeit der 
kultivierten Endothelzellen. 

. Bereits- nach einer- Inkubationszeit von 30 Minuten in Losxmg 5 waren Zellteilungen der 
Endothelzellen zu beobachten. Die Zellteilungskompetenz der Endothelzellen wurde tlber den 
|gesamten Untersuchungszeitraxrai aufirechterhalten. Die Inkubation der Endothelzellen in 
Pl.6simg 5 fuhrte daher zu einer Piroliferation der Endothelzellen und damit auch zur 
Regemationsfafiigkeit des Endothelzellrasens, 

Diese Daten verdeutlichen die Vorteile der erfindungsgemaBen Perfusionslosungen im 
Vergleich zu der herkommlich verwendeten Saline-LSsung. Die erfindimgsgemaBe 
Perfusionslfisung ftihrt einerseits zur Erhaltung von Endothelzell-Gewebe und hat andererseits 
die Fahigfceit, Endothelzellen zur Teilung anzuregen. Dies ist besonders im Hinblick auf die 
Regeneration beschadigter Endothel-Schichten bei biologischen GefSBen vorteilhaft und bei 
der Vorbereitimg bzw: Herstellung von biologischen GefSBen bzw. Gefafitransplantaten 
wUnschenswert. Auch hat Perfusionsl5sung die herausragende Eigenschaft, dass die 
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biologischeii GefaBe bis zu Wochen in der Perfusionslosiing aufbewahrt werden kann, ohne 

dass es hierbei zur Schadigimg oder Beeintrachigung der Endothel-Schicht kommt 
< 

Somit bietet die vorliegende Erfindung ein hervorragende Moglichkeit zu Behandlung und 
Herstellung von isolierten Hohlorganen und biologischen GefSBen, Daher eignen sich die mit 
der erfindungsgemafien -PerfusionslOsung behandelten Hohlorgane bzw, biologische GefSBe 
fUr den Einsatz als GefSfiprothesen mit langer Lebenszeit Das heute noch groBe Risiko einer 
Restenosierung solcher Prothesen wird zum Wohle der Patienten drastiscli eingeschrankt. 
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Patentanspriiclie 

1 . Endothel-protektive Perfusionsl6sung, umfassend 

(a) physiolo^sche Elektrolytlosung . 

(b) mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin 

(c) . 0,5bis lOmML-Glutamin 

2. PerfusionslSsung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das native Albumin 
durch 1-10 Vol-% hamolysinfireies oder autologes Serum ersetzt wird. 

Perfusionsiosung nach* Anspruch 2, dadxirch gekennzeichnet, dass das native Albiunin 
durch 2,5 Vol-% hamolysinfreies oder autologes Serum ersetzt v/ird. 



4. Perfusionsiosung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das native Albumin 
durch 5 Vol-% hamolysinfreies oder autologes Serum ersetzt wird 

5. Perfiisionslosxmg nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das native Albumin 
durch 10 Vol-% hamolysinfreies oder autologes Serum ersetzt wird 

6. Perfusionslosimg nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
^ Konzentration von L-Glutamin 2,5 i3g^ betragt. ' 

7. Perfusionsiosung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekeimzeichnet, dass die 
Konzentration von L-Glutamin 5 mM betragt, 

8. Perfusionsiosung -nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration von L-Glutamin 7,5 mM betrSgt. 

9. PerfiisionslSsung nach einem der Anspriiche 1-8, dadtirch gekennzeichnet, dass die 
physiologische ElektrolytlSsxmg folgende Zusammensetzung hat: 100-150 mM NaCl; 
1-15 mM KCl; 0,1.-4 mM MgS04; 0,5-2 mM KH2PO4; 24-48 mM Histidin-Cl und 1-3 
mM CaCL 
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10. Perfusionslosung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die physiologische 
Elektrolytlesung 2-10 mM Glukose vind 1-10 mM Pyruvat enthalt 

11. PerfusionslSsung-nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die physiologische 
Elektrolytlfisiing 0,1-0,6 U/xnl Heparin und/oder jeweils 50-100 Hamsaure 
und/oder Ascorbat enthalt. 

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass der 
pH-Wert in der physiologischen Elektrolytlosung in atmosphfirischer Luft 7,4 +/- 0,04 
betragt. 

Perfusionsl6sung nach einem der Anspriiche 1-12 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Endothel-protektive Perfusionslosung zusatzlich Antibiotika enthalt 

14, Perfusionsl6sung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
Antibiotika um 50-400 U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptonaycin handelt, 

-..l.S.r^ Apparatiir/..zur Eiidothel-konservierenden Behandlung von isolierten biologischen 
GefaBen, lamfassend eine Kammer (1), ein axial beweglicher Stempel (6), eine Kantile 
(5), ein Vorratsbehalter (7) der Endothel-konservierende Perfusionsflussigkeit enthalt 
und eine Dichtungsvorrichtung (3), wobei die Kanule mit dem axial beweglichen 
Stempel (6) verbunden ist, so dass die Kanule mit dem Stempel in die Kanraier bewegt 
werden kann und wobei die Dichtungsvorrichtung (3) ein Ende des GefSLBes 
umschliefien kann und die Kanule mit dem anderen Ende des GefkBes verbunden 
werden kann, so dass die Endothel-protektive Perfusionsldsung aus dem 
Vorratsbehalter (7), vorzugsweise unter einem Dmckgradienten, selektiv in das 
biologische GeJSfi geleitet werden kaim. 

16. Apparatur nach Anspruch 15, dadtirch gekennzeichnet, dass die Dichtungsvorrichtung 
Dichtvmgsscheiben umfasst, die stapelformig in einer Randelschraube angeordnet sind. 




21 



17. Apparatur nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Dichtungsscheiben 

einen Durchmesser von 1-10 mm und/oder eine Dicke von 0,3-3 mm haben. 
ft 

18. Apparatur nach einem der Anspriiche 15-17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Perfusionsl6s\ing nach einem der Anspriiche 1-14 definiert ist. 

19. Apparatur nach einem der Anspriiche 15-18, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Apparat zusatzlich eine Thermostatisierungseinrichtung zum Erwarmen der 
Perfusionsfliissigkeit enthalt 

20. Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von Hohlorganen, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein Hohlorgan mit einer Endothel-protektiven PerfusionslSsung 
nach einem der Anspriiche 1-14 durchgespiilt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Perfusionsfliissigkeit 
mit Hilfe einer Apparatur nach einem der Anspruche 15-19 durch das Hohlorgan 
geleitet wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
I:;;v /Hphlorganen um OrgangefaBsysteme in Herz, Darm, Uterus, Niere, Hamblase, Lunge, ^ 

Leber, Milz handelt. 

^3. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
W Hohlorganen um biologische GeJSBe handelt. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
biologischen GefaBen um Blxxtge^e oder LymphgeSBe handelt 

25. Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslosung nach einem der Anspruche 1- 
, 14" zur Vorbereitung von biologischen GefSBen als Transplantat fiir die Behandlung 

von Gefafierkrankungen, 
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Verwendung der Endothel-protektiven PeifusionslSsung nach einem der AnsprQche 1- 
14 zur Reparatur von Endothellgsionen in isolierten Hohlorganen oder biologischen 
GeiSBen. • 
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ZUSAMMENFASStJNG 




Die Erfindung betrifft eine Endothel-protektive PerfusionslOsung, eine Apparatur und ein 
Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten Hohlorganen, 
insbesondere isolierten biologischen GefSBen, wie Blutgefafien xmd LymphgefiBen, sowie die 
Verwendimg der Endothel-protektive PerfusionslOsimg zur Vorbereitung von Hohlorganen 
bzw, biologischen GefaBen als Transplantat " zur Behandlung von Organ- oder 
Gef^erkrankxmgen und die Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslfisung zur 
Reparatur von Endotheilasionen in isolierten Hohlorganen und/oder biologischen GefaBen. 
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